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“If you wanna make the world a better place 
take a look at yourself and then make a change” 
                                         (Michael Jackson, 1988) 
RESUMO 
 
Câncer é um grupo de doenças caracterizado pelo crescimento de uma massa de células que 
perderam o controle sobre o seu crescimento e sua proliferação. Em termos mundiais, o câncer 
é a segunda maior causa de morte, ficando atrás apenas de doenças cardiovasculares. Os 
gliomas são neoplasias originadas das células da glia e correspondem a mais de 80% dos 
tumores malignos do Sistema Nervoso Central. O glioblastoma multiforme é o tipo mais 
agressivo e mais comum de glioma, tendo os piores prognósticos, com uma sobrevida de 
aproximadamente 14 meses. Sua terapia padrão é através de ressecção cirúrgica seguida de 
radioterapia e quimioterapia. O quimioterápico mais utilizado é a temozolomida, o qual para o 
ciclo celular levando as células à apoptose. Apesar dos avanços nos tratamentos, a sobrevida 
dos pacientes continua curta. Um dos motivos para a alta taxa de mortalidade é a capacidade 
de migração celular do glioblastoma, o que o leva a invadir os tecidos adjacentes. Esse 
mecanismo torna difícil a ressecção total do tumor e aumenta as chances de recorrência. Essas 
características estão associadas com a adesão celular, a qual acontece pela adesão da célula em 
moléculas presentes na matriz extracelular (MEC). A laminina (LN) é uma das principais 
moléculas da MEC e está muito associada com a adesão celular. No entanto, a LN também 
ativa cascatas intracelulares que estão relacionadas com a migração. A fucoxantina (Fx) já 
demonstrou efeitos anticâncer, inclusive antimigratórios, se mostrando uma substância 
interessante para um futuro uso clínico. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da 
fucoxantina em componentes da matriz extracelular de células GBM1 de glioblastoma 
multiforme humano. Em primeiro lugar, constatou-se que a fucoxantina diminuiu 
significativamente a viabilidade em células GBM1 na concentração de 100 μM. A adesão 
celular das células GBM1 na matriz extracelular de células tratadas com fucoxantina também 
diminuiu após 24 h. Por fim, observou-se que a produção de LN também diminui após o 
tratamento com Fx. Esses resultados sugerem que a matriz extracelular está relacionada com a 
migração celular em glioblastoma multiforme e que pode se tornar um alvo de futuras 
pesquisas. 
 
Palavras-chave: Glioma. Laminina. Adesão celular. Migração celular. Câncer. Metástase. 
 
 
  
ABSTRACT 
 
 
Cancer is a group of diseases characterized by the growth of a mass of cells that have lost 
control over their growth and their proliferation. Globally, cancer is the second leading cause 
of death, behind only cardiovascular disease. Gliomas are neoplasms originating from glial 
cells and correspond to more than 80% of malignant Central Nervous System tumors. 
Glioblastoma multiforme is the most aggressive and most common type of glioma, with the 
worst prognosis, with a survival of approximately 14 months. Its standard therapy is surgical 
resection followed by radiation therapy and chemotherapy. The most commonly used 
chemotherapeutic agent is temozolomide, which stops the cell cycle leading to apoptosis. 
Despite advances in treatments, patient survival remains short. One of the reasons for the high 
mortality rate is the cellular migration capacity of glioblastoma, which leads it to invade 
adjacent tissues. This mechanism makes it difficult to completely resect the tumor and increases 
the chances of recurrence. These characteristics are associated with cell adhesion, which occurs 
by cell adhesion in molecules present in the extracellular matrix (ECM). Laminin (LN) is one 
of the major molecules of ECM and is very associated with cell adhesion. However, LN also 
activates intracellular cascades that are related to migration. Fucoxanthin (Fx) has already 
shown anticancer effects, including antimigratory, if it proves to be an interesting substance 
for future clinical use. The objective of this work was to evaluate the effects of fucoxanthin on 
extracellular matrix components of GBM1 cells of human glioblastoma multiforme. Firstly, 
fucoxanthin was found to significantly decrease the viability in GBM1 cells at the 
concentration of 100 μM. Cellular adhesion of GBM1 cells in the extracellular matrix of 
fucoxanthin treated cells also decreased after 24 h. Finally, it was observed that LN production 
also decreased after treatment with Fx. These results suggest that the extracellular matrix is 
related to cell migration in glioblastoma multiforme and may become a target of future 
research. 
 
Keywords: Glioma. Laminin. Cell adhesion. Cell migration. Cancer. Metastasis. 
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1  INTRODUÇÃO  
 
1.1  CÂNCER E SISTEMA NERVOSO CENTRAL 
 
Câncer é um conjunto de doenças que tem em comum uma massa tumoral cujas células 
perderam o controle sobre o seu crescimento e sua proliferação (MUKHERJEE, 2012). Os 
tumores podem ter origem de uma única célula que se desviou da normalidade, esses são 
chamados de tumores monoclonais e correspondem à grande maioria. Outros, são chamados 
de policlonais, quando mais de uma célula do tecido dá origem ao tumor. Nesse caso, cada 
célula progenitora sofre alterações e origina populações diferentes que, juntas, formam a massa 
tumoral (WEINBERG, 2008). Muitos especialistas restringem a palavra “câncer” aos tumores 
malignos, ou seja, aqueles que têm a capacidade de invadir tecidos sadios e causar metástase 
(WEINBERG, 2008). As causas do câncer podem ser muito diversas, como o acúmulo de 
alterações genéticas (em proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes caretaker), 
mutações espontâneas, exposição a agentes carcinogênicos (como substâncias químicas e 
radiação), hormônios, vírus ou mesmo um conjunto desses fatores são reconhecidos como de 
risco para desenvolvimento de câncer (LODISH et al., 2014). 
Por volta de um terço dos óbitos por câncer estão relacionados ao alto índice de massa 
corporal (IMC), baixa ingestão de frutas e vegetais, falta de atividade física, consumo de álcool 
e/ou uso de tabaco, sendo este último a causa de 22% dos óbitos (GAKIDOU et al., 2017; 
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018a). Os homens, de modo geral, são mais atingidos 
por essa doença do que as mulheres (512,9 a cada 100.000 habitantes e 420,6 a cada 100.000, 
respectivamente) (JEMAL et al., 2017). 
O câncer é classificado como doença não transmissível, juntamente com doenças 
cardiovasculares, neurológicas, diabetes, entre outras. De acordo com a Organização Mundial 
da Saúde (OMS), em 2015, o câncer foi uma das quatro maiores causas de morte em 113 de 
172 países (BRAY et al., 2018). Cerca de 70% das mortes acontecem em países de baixa e 
média renda (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018a). Esse grupo de doenças é a maior 
causa de morte de pessoas no mundo, com estimativa de 40.545.000 (71,3%) óbitos no ano de 
2016. As neoplasias malignas foram a causa do óbito de 8.966.000 pessoas, representando 
22,1% das mortes do grupo e 15,8% do total, perdendo apenas para as doenças cardiovasculares 
(31,4% do total) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018b). A estimativa para 2018 é 
ainda maior, com 18.078.957 novos casos e 9.555.027 mortes (BRAY et al., 2018). 
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No Brasil, para os anos de 2018-2019, estima-se um número aproximado de 640 mil 
novos casos de câncer, com uma leve prevalência dos homens sobre as mulheres (324.580 e 
310.300 casos, respectivamente). Cerca de 70% dos casos ocorrem nas regiões Sul e Sudeste 
do país (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER JOSÉ ALENCAR GOMES DA SILVA, 
2017). 
Como, em teoria, o câncer pode se originar de todos os tipos celulares, ele ocorre em 
quase todos os tecidos do corpo (WEINBERG, 2008). Por conta disso, o Sistema Nervoso 
Central (SNC) também é acometido por neoplasias, sendo um grupo formado por diferentes 
tipos, como gliomas, ependimomas, gangliogliomas, pineocitomas, meduloblastomas,
schwannomas, dentre outros (LOUIS et al., 2016). 
Não há fatores de risco ambientais ou relacionados ao estilo de vida bem documentados 
associados ao aparecimento de câncer (STEWART; WILD, 2014). Porém estudos relatam que 
alguns fatores, como radiação terapêutica na cabeça e no pescoço, exposição a campos 
eletromagnéticos e a carcinógenos ambientais, consumo de alimentos contendo nitrito de sódio 
e infecções virais podem aumentar o aparecimento desses tumores (OHGAKI; KLEIHUES, 
2005; STEWART; WILD, 2014; VILLENEUVE et al., 2002). Já outros, viram que alguns tipos 
de alergias podem prevenir o desenvolvimento de gliomas (CHEN et al., 2011). A associação 
do uso de telefone celular com o risco de tumores cerebrais ainda é controversa, apesar de ser 
classificado como possivelmente carcinogênico a humanos (Grupo 2B). Porém, trabalhos já 
verificaram que o uso ipsilateral de telefone pode aumentar o risco de desenvolver gliomas 
(BAAN et al., 2011). 
Os tumores do SNC são os mais comuns em crianças de 0 a 14 anos e o terceiro em 
adolescentes e jovens adultos, na faixa de 15 a 39 anos (5,54 e 10,94 a cada 100.000 habitantes, 
respectivamente). Mas o número de diagnósticos é maior em pessoas com mais de 40 anos, 
com incidência de 40,82 a cada 100.000 habitantes (OSTROM et al., 2017). 
Esse conjunto de tumores é o 14⁰ mais comum entre os homens e o 15⁰ entre as mulheres 
(JEMAL et al., 2017). E, apesar de representar menos de 2% das incidências de câncer, tem 
uma alta taxa de mortalidade (STEWART; WILD, 2014). No Brasil, os tumores do SNC 
ocupam a 10ª posição entre homens e a 9ª entre as mulheres, com um total de 9.033 óbitos no 
ano de 2015 e uma estimativa de 11.320 novos casos em 2018. Também ocupa a 2a posição de 
incidência em crianças entre 0 e 14 anos (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER JOSÉ 
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2017). Os gliomas correspondem ao tipo de tumor maligno 
mais frequente no SNC, correspondendo a 26,6% de todos os tumores do SNC e a 80,9% dos 
tumores malignos do SNC. 
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1.2  GLIOMAS 
 
Os gliomas são tumores do SNC provenientes de células da glia (astrócitos, 
oligodendrócitos, células da micróglia e células ependimárias) ou de suas progenitoras, devido 
a sua semelhança com essas, inclusive expressando marcadores gliais (JIANG; UHRBOM, 
2012). De acordo com o Centro de Registro de Tumores no Cérebro dos Estados Unidos 
(CBTRUS), essas neoplasias incluem astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas, 
oligoastrocitomas, tumores não especificados e algumas histologias raras (OSTROM et al., 
2017). 
É mais comum em homens do que em mulheres, em proporção de 3:1. Em relação à etnia, 
brancos são mais acometidos do que negros, com a taxa de risco diferindo de acordo com o 
tipo de glioma. Em alguns subtipos, como oligodendroma, a taxa chega a ser de 2,5 vezes maior 
(OSTROM et al., 2017).  
A OMS categoriza, classicamente, os gliomas mais comuns em quatro graus de acordo 
com a sua histopatologia, conforme mostra o Quadro 1 (LOUIS et al., 2007). Os tumores de 
alto grau (III e IV) são definidos como mais agressivos e com piores prognósticos do que os de 
baixo grau (I e II) (HUSE; HOLLAND, 2010). 
 
Quadro 1 - Classificação dos subtipos de gliomas. Os gliomas são classificados de acordo com suas 
características histológicas feita pela Organização Mundial da Saúde (adaptado de JONES; HOLLAND, 2011). 
 
 Grau 
OMS 
Histopatologia tumoral Subtipo de acordo com a 
histopatologia 
Baixo 
grau 
I 
Benigno, bem definido Astrocitoma pilocítico 
 
Baixo 
grau 
 
II 
 
Infiltração difusa e alta 
proliferação 
Astrocitoma difuso, 
Oligodendroglioma, 
Oligoastrocitoma 
 
Alto 
grau 
 
III 
 
Muito infiltrativo e com muita 
proliferação 
Astrocitoma anaplásico, 
Oligoastrocitoma anaplásico, 
Oligodendroglioma anaplásico 
 
Alto 
grau 
 
IV 
Muito infiltrativo, proliferação 
celular e vascular elevada, 
necrose, hemorragia 
 
Glioblastoma multiforme 
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1.3 GLIOBLASTOMA MULTIFORME 
 
O glioblastoma multiforme (GBM) é o mais agressivo e o mais comum entre os gliomas, 
tendo os piores prognósticos (ALCANTARA LLAGUNO; PARADA, 2016). Em números, 
representa 56,1% dos gliomas. É diagnosticado, em média, aos 64 anos de idade (OSTROM et 
al., 2017). 
Recentemente, a OMS fez uma nova classificação de gliomas, levando em consideração 
diversas características moleculares. Segundo essa classificação, o GBM foi dividido em 3 
tipos, de acordo com a enzima isocitrato desidrogenase 1 (IDH1) encontrada (LOUIS et al., 
2016). A IDH1 transforma o isocitrato a α-cetoglutarato no citosol, formando também NADPH 
a partir de NADP+ (POLLARD; RATCLIFFE, 2009). A IDH1 mutada também tem a 
característica de transformar α-cetoglutarato em 2-hidroxiglutarato que, em altas 
concentrações, pode contribuir para a progressão do glioma (OHGAKI; KLEIHUES, 2013). 
Os GBMs primários, que correspondem a 90% dos casos, ocorrem de forma espontânea 
e contém o gene IDH1 selvagem, sendo mais comum em pacientes acima dos 55 anos. Já os 
GBMs secundários são derivados de gliomas de menores graus, como astrocitoma difuso e 
astrocitoma anaplásico, tendo o IDH1 mutado e preferência por pessoas mais novas. Há ainda 
os GBMs não especificados, que são os que não permitem uma avaliação completa do IDH1. 
Também existem diferenças nos genes TP53 e PTEN e no receptor do fator de crescimento 
epidérmico (EGFR) (LOUIS et al., 2016; OHGAKI; KLEIHUES, 2013). 
Quanto à histo e citologia, os GBMs apresentam atividade mitótica, atipia nuclear, áreas 
de necrose e de proliferação multivascular (WEN; KESARI, 2008). Além disso, as células 
possuem formato poligonal ou fusiformes, hipercromia da cromatina, pleomorfismo nuclear, 
membrana nuclear irregular e núcleo distinto. Algumas ainda podem apresentar dois ou mais 
núcleos. Em sua composição celular, pode haver linfócitos, neutrófilos e células necróticas 
(SCHULTZ et al., 2005). 
O procedimento terapêutico após o diagnóstico do GBM é a ressecção cirúrgica, seguida 
por radio e/ou quimioterapia (CWIKLOWSKA et al., 2018). A média de sobrevida dos 
pacientes que tiveram apenas cirurgia é de apenas 3 meses e meio, aumentada para 9 meses 
com a radioterapia (SALAZAR et al., 1979). Já a combinação da radioterapia com a 
quimioterapia após a ressecção, aumenta a sobrevida para até 14,6 meses (STUPP; VAN DEN 
BENT; HEGI, 2005). 
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O fármaco mais utilizado na quimioterapia é a temozolomida (TMZ). Ela é um agente 
alquilante oral, que quebra a dupla-fita de DNA, parando o ciclo celular e levando as células à 
apoptose. No entanto, a TMZ também pode causar mielotoxicidade, alergias respiratórias, 
defeitos no nascimento e toxicidade em células-tronco hematopoiéticas (DE et al., 2018). 
Porém, mesmo com todos os avanços no tratamento, as taxas de sobrevida são curtas, 
pois apenas 5,5% dos pacientes acometidos por GBM apresentam sobrevida de cinco anos após 
o diagnóstico e 2,9% sobrevivem por dez anos (OSTROM et al., 2017). 
As taxas curtas de sobrevida se devem à recidiva rápida do tumor, que deriva de alguns 
fatores, como a presença de células-tronco tumorais (CSCs), as quais têm características de 
evasão às terapias e também são capazes de repopular o local (BAO et al., 2006; CHEN et al., 
2012); a alta capacidade de invasão do GBM, dificultando a ressecção total e a eficiência da 
radioterapia, permitindo a recorrência do tumor (que ocorre com até 2 cm de área residual do 
GBM) (LI et al., 2016; ZHANG et al., 2018); e a presença da barreira hematoencefálica (BHE), 
que limita a procura por quimioterápicos (GROOTHUIS, 2000). Assim, mesmo com os 
avanços nos tratamentos atuais, os prognósticos são muito desfavoráveis. Por conta disso, a 
busca por tratamentos alternativos ou adjuvantes estão em foco atualmente e muitas substâncias 
com fonte vegetal têm sido estudadas neste sentido. 
 
1.4 FUCOXANTINA 
 
Diversos compostos naturais presentes em alimentos são considerados potenciais agentes 
quimiopreventivos (TANAKA; SHNIMIZU; MORIWAKI, 2012). Um desses compostos é a 
fucoxantina (Fx), um carotenoide alaranjado que é encontrado em algas pardas e diatomáceas 
(PENG et al., 2011), responsável por mais de 10% da produção de carotenoides na natureza, 
sendo um dos mais abundantes (DEMBITSKY; MAOKA, 2007). Em sua estrutura química 
(Figura 2), a Fx possui uma ligação alênica, 5,6-monoepóxido e um grupo acetila (SATOMI, 
2017). 
Estudos demonstraram que a incidência de tumores cerebrais (inclusive gliomas) é menor 
em populações asiáticas em comparação com outros lugares do mundo como Europa e América 
do Norte (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2014; 
KURATSU; TAKESHIMA; USHIO, 2011). Uma das discussões para isso é a alimentação dos 
povos asiáticos (SHO, 2001) que, além de outras coisas, é rica em algas pardas, como wakame 
(Undaria pinnatifida) e konbu (Laminaria japonica), as quais possuem Fx em grande 
quantidade (SATOMI, 2017). 
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Para a Fx, já foram descritos efeitos antioxidantes (SACHINDRA et al., 2007; ZHANG 
et al., 2014), antiobesidade (ABIDOV et al., 2010; HU et al., 2012), antidiabéticos (MIKAMI 
et al., 2017), neuroprotetores (HU et al., 2018; ZHANG et al., 2017) e anticâncer. Este último 
foi observado em câncer de pulmão (MEI et al., 2017), leucemia (HOSOKAWA et al., 1999), 
hepatocarcinoma (DAS; HASHIMOTO; KANAZAWA, 2008), câncer de cólon 
(HOSOKAWA et al., 2004), dentre outros (MIKAMI; HOSOKAWA, 2013). Esses efeitos 
também foram observados em glioblastoma multiforme, através da diminuição da migração e 
da invasão celulares, da viabilidade celular e do aumento de apoptose (LIU et al., 2016; 
LOPES, 2018). 
A Fx também demonstrou ser segura para tecidos saudáveis (BEPPU et al., 2009; 
LOPES, 2018) e capaz de atravessar a BHE (XIANG et al., 2017). 
Além do mais, a Fx é metabolizada em fucoxantinol (FxOH) (Figura 1) ao ser ingerida 
(ASAI et al., 2004), substância essa que já mostrou melhores resultados anticâncer (KONISHI 
et al., 2006; MARTIN, 2015). 
 
Figura 1 - Transformação da fucoxantina em fucoxantinol em mamíferos. Adaptado de ASAI et al. (2004). 
 
 
Embora existam muitos avanços no tratamento convencional de GBM, a média de 
sobrevida dos pacientes não ultrapassa os 14 meses, sendo apenas uma questão paliativa. Além 
disso, os efeitos colaterais são grandes e não dão a qualidade de vida adequada. Portanto, a 
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busca por tratamentos alternativos ou adjuvantes é bem vista, e a Fx apresenta requisitos para 
que possa ser usada para o combate ao GBM no futuro. 
Contudo, apesar dos efeitos benéficos apresentados pela Fx, eles não são muito bem 
entendidos. Processos biológicos como a migração celular são diretamente envolvidos na 
malignidade e agressividade de GBM e de tumores em geral e, assim, novos agentes 
terapêuticos, como a Fx, devem ser estudados para elucidar como esses mecanismos ocorrem. 
 
1.5  MIGRAÇÃO E ADESÃO CELULAR DE GBM 
 
Como dito anteriormente, uma das causas para o prognóstico ruim dos pacientes com 
GBM é a difícil ressecção total. Isso porque a não remoção completa leva a uma recidiva do 
tumor em 11 meses, em média (GUPTA et al., 2012). O que torna a ressecção total do GBM 
tão complicada é a sua característica de invasão nos tecidos peritumorais, viabilizada pela 
migração celular (JUSTUS et al., 2014), e pela nobreza do tecido circundante. 
Para migrarem, as células passam por grandes mudanças biológicas, como perda de 
adesão célula-célula e ganho de mobilidade, de habilidade de degradar a matriz extracelular 
(MEC) e de propriedades de células-tronco. Com isso, podem invadir os espaços perivasculares 
ou o parênquima cerebral (espaço entre os neurônios e as células gliais) (PAW et al., 2015). 
Como esses espaços podem ser muito pequenos, as células tumorais mudam sua forma e 
seu volume (este podendo ser reduzido em até 33%), através da saída ou entrada de água, 
mediada pelo transporte de Cl- (CUDDAPAH et al., 2014; WATKINS; SONTHEIMER, 2011). 
Outro estudo ainda demonstra que o cotransportador de Na-K-Cl 1 (NKCC1) está relacionado 
com o potencial migratório das células de glioma (GARZON-MUVDI et al., 2012). 
O crescimento dos tumores cerebrais é limitado pela caixa craniana e, por isso, as células 
cancerígenas devem ter outros mecanismos para contornar esse problema. Uma das propostas 
é a da excitotoxicidade glutamatérgica, em que as células neoplásicas liberam – e deixam de 
captar – glutamato, o qual se acumula no espaço extracelular e causa a morte do tecido 
adjacente (NOCH; KHALILI, 2009). Ye, Rothstein & Sontheimer (1999) demonstraram que 
células de glioma expressam menos transportadores dependentes de Na+ GLT-1 (que capta 
glutamato) do que astrócitos saudáveis. 
Apesar da alta capacidade de invasão, por muito tempo se discutiu que o GBM não tinha 
característica de metástase, sendo esta reportada em menos de 2% dos casos (BEAUCHESNE, 
2011). Isso se daria por conta da rápida progressão do tumor, da presença da BHE, da falta de 
vasos linfáticos no SNC e pelas diferenças entre o tecido do SNC e do resto do corpo (AWAN 
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et al., 2015). Entretanto, Müller e colaboradores (2014) observaram células tumorais 
circulantes em 20,6% dos pacientes que receberam doações de órgãos de pessoas com GBM, 
gerando discussões sobre o assunto. 
A MEC também tem papel importante na característica adesiva e migratória das células 
(FRANTZ; STEWART; WEAVER, 2010), pois suas moléculas de adesão estão associadas ao 
citoesqueleto (SCHMIDT; FRIEDL, 2010). 
 
1.6  MATRIZ EXTRACELULAR EM GBM 
 
A MEC é uma rede tridimensional complexa, composta principalmente por colágeno, 
laminina, fibronectina, elastina, proteoglicanos e outras glicoproteínas, organizada de forma 
diferente em cada tipo de tecido (JARVELAINEN et al., 2009). A MEC é importante em 
funções como morfogênese, diferenciação e homeostase dos tecidos, iniciando gatilhos 
bioquímicos e biomecânicos, além de prover suporte físico para as células (FRANTZ; 
STEWART; WEAVER, 2010). 
As células permanecem em seus lugares devido à junção com outras células vizinhas e 
com a MEC por interações eletrostáticas e por moléculas de adesão celular. A ligação da célula 
com a MEC se dá através de receptores de adesão da membrana celular com os componentes 
da matriz (LODISH et al., 2014; TREPAT; CHEN; JACOBSON, 2012). 
Os principais receptores de adesão são as integrinas, que fazem o processo de adesão 
celular e também mediam a sinalização de fora da célula para o seu interior e vice-versa 
(JONES; WALKER, 1999; KIM; TURNBULL; GUIMOND, 2011). As integrinas são 
proteínas transmembrana, que reconhecem proteínas da MEC com sequências curtas de 
aminoácidos (TREPAT; CHEN; JACOBSON, 2012). Por conta dessas funções, já é discutido 
o papel das integrinas e da adesão celular em diversas doenças, inclusive na migração e na 
metástase de cânceres (JONES; WALKER, 1999). 
Existem diversos tipos de integrinas, pois são heterodímeros formados por uma 
subunidade α e uma β, sendo que também existem diversos subtipos de cada uma delas (PLOW 
et al., 2000). Em razão disso, é difícil saber qual integrina está associada a cada distúrbio. 
Porém já foram identificadas integrinas específicas associadas à migração em melanoma 
(FILARDO et al., 1995), câncer de pulmão (LAKSHMANAN et al., 2016), câncer de mama 
(HEDRICK et al., 2016) e glioma (FUKUSHIMA et al., 1998). Alguns elementos da MEC, 
como a laminina e a fibronectina, que se ligam às integrinas, também podem apresentar papel 
importante na patologia desses tipos de cânceres (TAVELLA et al., 1997). 
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A laminina é um dos principais integrantes da membrana basal – MEC especializada na 
organização de tecidos e formação de órgãos, localizada adjacente ao endotélio e ao epitélio e 
ao redor dos músculos e tecido adiposo (MORRISSEY; SHERWOOD, 2015). A laminina é 
um heterotrímero, composto por uma cadeia α, uma β e uma γ (cada uma com mais de um tipo), 
fazendo com que existam 16 isoformas desta molécula. Sua estrutura (Figura 2A) é dividida 
em um braço longo (composto pelas 3 cadeias) e três braços curtos (cada um formado por uma 
das cadeias) (HOHENESTER; YURCHENCO, 2013). A laminina é o principal componente 
da membrana basal relacionado com a adesão célula-MEC, contendo seu braço longo ligado às 
moléculas de adesão na membrana celular (principalmente integrinas) e seus braços curtos 
ligados a outras lamininas e demais componentes da matriz (Figura 2B) (HOHENESTER; 
YURCHENCO, 2013). 
 
Figura 2 - Estrutura esquemática da laminina e seu posicionamento na membrana basal. (A) Estrutura 
esquemática da laminina. Composta por 3 cadeias: α (verde), β (vermelho) e γ (azul). Cada um dos seus três braços 
curtos é composto por uma cadeia e seu braço longo é formado pela ligação de todas elas. (B) Arranjo das lamininas 
para formar uma rede na membrana basal. O nó ternário é formado pela ligação de uma cadeia α, uma β e uma γ. O 
braço longo se liga a receptores de membrana nas células (geralmente integrinas) (adaptado de HOHENESTER; 
YURCHENCO, 2013). 
 
 
Devido à sua interação com as integrinas, é provável que a laminina tenha um papel 
importante na adesão e na migração celulares. Díaz de la Loza e colaboradores (2017) 
demonstraram a relação entre a concentração de laminina e a interação integrina-laminina com 
a migração em células foliculares de Drosophila. Em câncer, a influência da laminina é incerta, 
tendo trabalhos que observaram efeitos pró e anti-invasão (RAMOVS; TE MOLDER; 
SONNENBERG, 2017). A laminina-5, por exemplo, está relacionada à invasão de células de 
câncer de mama e de próstata quando está pouco expressa, enquanto aumenta a invasão em 
hepatocarcinoma quando está superexpressa (GIANNELLI; ANTONACI, 2000). Em gliomas, 
a Laminina-5 está mais expressa na borda invasiva do tumor (JOURQUIN et al., 2010) e as 
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lamininas que contêm as subunidades α3 e α5 estão envolvidas na invasão (KAWATAKI et 
al., 2007), por exemplo. 
Lopes (2018) observou, por microscopia eletrônica de varredura, uma drástica redução 
na MEC em células GBM1, após o tratamento com Fx (Figura 3). Desta forma, levando-se em 
consideração as possíveis ações antitumorais da fucoxantina, estudos que procurem elucidar os 
efeitos deste composto sobre moléculas de MEC, como a laminina, dos GBM e, 
consequentemente, sobre os processos de adesão e migração celular, são fundamentais na busca 
de ferramentas para o tratamento do GBM. 
 
Figura 3 – Diminuição da matriz extracelular em células tratadas com fucoxantina. Após confluência as células 
GBM1 foram tratadas com 100µM de Fx por 24 horas, preparadas e visualizadas em microscópio eletrônico. (A e C) 
Imagem de varredura da célula controle e em (B e D) das células tratadas. Adaptado de LOPES (2018). 
 
  
1.7 OBJETIVOS 
 
1.7.1  Objetivo geral 
 
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da fucoxantina em células de glioblastoma 
multiforme humano (GBM1), e na expressão da laminina nestes processos. 
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1.7.2  Objetivos específicos 
 
 Avaliar o efeito da fucoxantina sobre a viabilidade das células GBM1; 
 Analisar a adesão de células GBM1 em matriz extracelular de células GBM1 
tratadas com Fx; 
 Verificar o efeito da fucoxantina na distribuição de laminina em células GBM1. 
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2  MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1  CULTURA CELULAR 
 
Uma amostra de glioblastoma multiforme (GBM1) foi cirurgicamente retirada de 
paciente do sexo feminino, de 64 anos, do hospital Celso Ramos, em Florianópolis, Santa 
Catarina no ano de 2012 - o diagnóstico de glioblastoma multiforme foi posteriormente feito 
histopatologicamente pelos especialistas. A amostra foi coletada por cirurgiões e colocada em 
tubos cônicos de 15 ml contendo Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 
(DMEM-F12) e 10% de soro bovino fetal (SBF) e a amostra foi levada à Universidade Federal 
de Santa Catarina (UFSC) para posterior processamento. Em um fluxo laminar, removeu-se as 
meninges cerebrais e vasos sanguíneos. O tecido foi dissociado mecanicamente com tripsina e 
auxílio de uma pipeta Pasteur. Então as células foram lavadas com tampão fosfato-salino (PBS) 
e cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm2, contendo DMEM-F12 acrescido de glicose 
(0,6%), glutamina (2 mM), bicarbonato de sódio (0,06%) e penicilina/estreptomicina (1 U/1 
µg) e suplementado com 10% de SBF. As células foram mantidas em estufa de atmosfera 
úmida contendo 5% de CO2 a 37ºC. Todos os procedimentos e formulários de autorização para 
obtenção das amostras foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos 
da UFSC (CEPSH – 108.286) (Anexo). 
 
2.2  FUCOXANTINA 
 
A fucoxantina foi obtida do Laboratório de Morfogênese e Bioquímica Vegetal, 
Departamento de Fitotecnia, CCA/UFSC, cedida pelo Prof. Marcelo Maraschin e a Me. 
Cláudia Marlene Bauer. 
Para extrair a fucoxantina, as biomassas da espécie Phaeodactylum tricornutum, 
fornecidas pelo Prof. Roberto Bianchini Derner e pelo Dr. Rafael Garcia Lopes do Laboratório 
de Cultivo de Algas, Departamento de Aquicultura, CCA/UFSC, foram dissolvidas utilizando 
solvente orgânico (metanol). Na sequência, os extratos metanólicos foram filtrados em suporte 
com filtro de celulose, sob vácuo, e foram purificados conforme Bauer (2016). O grau de pureza 
do extrato foi de 97% após a purificação. 
A fucoxantina foi utilizada nos experimentos na concentração de 100 μM, baseado nos 
resultados de Lopes (2018) e solubilizada em dimetil-sulfóxido (DMSO). 
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2.3  VIABILIDADE CELULAR 
 
Para avaliar o efeito da fucoxantina na viabilidade das células de GBM1, foi realizado o 
ensaio de redução do MTT ((3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazol brometo). O MTT é 
um sal de tetrazólio amarelo, solúvel em água, que é reduzido em formazan, composto roxo 
escuro, formando precipitados. O formazan pode ser avaliado colorimetricamente depois de 
solubilizado DMSO (STEPANENKO; DMITRENKO, 2015). 
As células GBM1 (entre 30 e 40 passagens) foram plaqueadas em placas de 96 poços 
(105 células por poço). Após a confluência (~ 24 h), o meio de cultura foi removido e as células 
foram divididas em 3 grupos: grupo controle (apenas DMEM F-12), grupo veículo (DMEM F-
12 + DMSO) e grupo tratado (DMEM F-12 + Fx 100 μM). 24 h depois, o meio de cultura foi 
removido e MTT (0,2 mg/mL em PBS) foi adicionado. As células permaneceram incubadas 
por 2 h a 37 ℃. Depois, o MTT foi retirado e adicionou-se DMSO para solubilizar os cristais 
de formazan formados. Na sequência, a absorbância das placas foi lida através de 
espectrofotômetro em comprimento de onda de 540 nm. A viabilidade celular foi proporcional 
à absorbância. O experimento teve 3 repetições com triplicata. 
 
2.4  ADESÃO CELULAR 
 
A adesão celular foi avaliada plaqueando-se as células GBM1 (entre 20 e 30 passagens) 
em placas de 96 poços (105 células por poço; DMEM F-12 10% de SBF). Depois de confluentes 
(~ 24 h), o meio de cultura foi retirado e as células foram divididas em 3 grupos: grupo controle 
(DMEM F-12), grupo veículo (DMEM F-12 + DMSO) e grupo tratado (DMEM F-12 + Fx 100 
μM). Após 24 h, os meios com os tratamentos foram retirados e 50 μL de H2O ultrapura 
autoclavada foram adicionados para lisar as células por 5 minutos, de modo que restasse apenas 
a matriz extracelular. Na sequência, a água foi retirada e novas células GBM1 foram plaqueadas 
(104 células por poço; DMEM F-12 1% de SBF). 
6 h, 12 h ou 24 h depois, o teste de adesão foi realizado. O meio de cultura foi retirado e 
os poços lavados gentilmente três vezes com PBS. Em seguida, 50 μL de parafolmaldeído 4% 
foram adicionados e mantidos por 10 minutos para a fixação das células. Os poços foram 
novamente lavados três vezes com PBS. Então, as células foram incubadas com 50 μL de cristal 
violeta 0,5% (em 20% de metanol), por 10 minutos, para a coloração. Mais três lavagens com 
PBS foram feitas e foram adicionados 50 μL de citrato de sódio (50% metanol, 50% H2O 
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destilada; pH = 4,2) para eluir o corante. Por último, a placa foi lida em espectrofotômetro em 
comprimento de onda de 540 nm. O experimento teve 3 repetições com quintuplicata. 
 
2.5  IMUNOCITOQUÍMICA 
 
A observação da estrutura da matriz extracelular foi realizada através de 
imunofluorescência para laminina. 
As células GBM1 (entre 20 e 30 passagens) foram plaqueadas em lamínulas redondas 
estéreis dentro de placas de 24 poços (2,5 x 105 células por poço). Depois de confluentes (~ 24 
h), foram separadas em 2 grupos: grupo controle (DMEM F-12) e grupo tratado (DMEM F-12 
+ Fx 100 μM). 24 horas depois, o meio foi retirado e as células fixadas com paraformaldeído 
4% por 15 minutos. Após 3 lavações com PBS, os sítios específicos das células foram 
bloqueados com albumina e, em seguida, incubadas com anticorpo anti-laminina (diluição 
1:400; Abcam AB11575) overnight a 4 ℃ em câmara úmida. Depois, foram feitas 3 lavagens 
com PBS com Tween 20 (PBST 0,1%) e incubação com anticorpo secundário conjugado com 
fluoróforo (diluição 1:1000; Alexa Fluor-488 anti-rabbit) por 1 hora em temperatura ambiente. 
Na sequência, foram realizadas mais 3 lavagens com PBST e incubação com Hoescht (5 
μg/mL) por 10 minutos para marcar os núcleos totais. Outras 3 lavagens com PBS e uma com 
água destilada. Por último, as lamínulas foram colocadas em lâminas e foram fotografadas em 
microscópio invertido de fluorescência (Olympus BX41; Olympus, Japão). Não foi utilizado 
grupo veículo, pois não foi observado efeito em relação ao grupo controle nos ensaios 
anteriores. Os experimentos foram feitos em duplicatas e foram realizadas pelo menos 10 
fotografias randômicas de cada lamínula. Foram realizados controles negativos dos 
experimentos, sem a incubação com o anticorpo primário, mas com a realização de todos os 
outros passos do experimento. 
 
2.6  ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
A análise estatística foi feita por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo 
teste de Newman-Keuls. Os dados foram expressos como média com erro padrão. O software 
usado foi o GraphPad Prism 5 e valores p < 0,05 foram considerados significativos. 
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3 RESULTADOS 
 
3.1 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR 
 
Para demonstrar o efeito citotóxico da fucoxantina, o ensaio de MTT foi feito após 24 h 
de tratamento com o composto a 100 μM. Observamos que, após o tratamento com Fx, a 
viabilidade das células de GBM1 foi reduzida em aproximadamente 30%, em relação às células 
não tratadas (Figura 4). 
 
Figura 4 - Fucoxantina reduz a viabilidade celular de células GBM1. Após confluência, as células GBM1 foram 
tratadas com Fx 100 μM e, após 24 h, o ensaio de MTT foi realizado. Os controles foram incubados com meio de cultura 
e o veículo, com DMSO, pelo mesmo período. Dados expressos como média + erro padrão. *p < 0,05 representa 
significância em relação ao controle (ANOVA de uma via seguida de teste de Newman-Keuls); n = 3, em experimentos 
independentes. 
 
 
3.2 DETERMINAÇÃO DA ADESÃO CELULAR 
 
 
A adesão celular é um importante processo envolvido na invasão e/ou migração das 
células tumorais ao tecido adjacente, o que também é relacionado à secreção de moléculas de 
MEC. Buscando observar se há diferença na adesão das células de GBM1 após o tratamento 
com Fx, foram realizados testes de adesão de 6 h, 12 h e 24 h após o tratamento, em células 
GBM1 replaqueadas na MEC de células GBM1 sem ou com tratamento de 24 h com 
fucoxantina 100 μM. 
Foi observado que, após 6 h e 12 h do replaqueamento das células, a Fx não alterou a 
adesão das células GBM1 (Figuras 5 e 6). No entanto, no ensaio feito após 24 h, a Fx reduziu 
significativamente a adesão celular (Figura 7). 
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Figura 5 - Fucoxantina não altera a adesão das células GBM1 depois de 6 h. Após confluência, as células de GBM1 
foram tratadas com Fx 100 μM por 24 h. Depois, as células foram lisadas para que restasse apenas a matriz extracelular 
e novas células GBM1 foram replaqueadas sobre a MEC. Após 6 h, o teste de adesão foi feito. Os controles foram 
incubados com meio de cultura e o veículo, com DMSO, pelo mesmo período. Dados expressos como média + erro 
padrão. *p < 0,05 representa significância em relação ao controle (ANOVA de uma via seguida de teste de Newman-
Keuls); n = 3, em experimentos independentes. 
 
Figura 6 - Fucoxantina não altera a adesão das células GBM1 depois de 12 h. Após confluência, as células de 
GBM1 foram tratadas com Fx 100 μM por 24 h. Depois, as células foram lisadas para que restasse apenas a matriz 
extracelular e novas células GBM1 foram replaqueadas sobre a MEC. Após 12 h, o teste de adesão foi feito. Os 
controles foram incubados com meio de cultura e o veículo, com DMSO, pelo mesmo período. Dados expressos 
como média + erro padrão. *p < 0,05 representa significância em relação ao controle (ANOVA de uma via seguida 
de teste de Newman-Keuls); n = 3 em experimentos independentes. 
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Figura 7 – Fucoxantina reduz a adesão de células GBM1 depois de 24 h. Após confluência, as células de 
GBM1 foram tratadas com Fx 100 μM por 24 h. Depois, as células foram lisadas para que restasse apenas a matriz 
extracelular e novas células GBM1 foram replaqueadas sobre a MEC. Após 24 h, o teste de adesão foi feito. Os 
controles foram incubados com meio de cultura e o veículo, com DMSO, pelo mesmo período. Dados expressos 
como média + erro padrão. *p < 0,05 representa significância em relação ao controle (ANOVA de uma via seguida 
de teste de Newman-Keuls); n = 3, em experimentos independentes. 
 
3.3 AVALIAÇÃO DA DISTRIBUIÇÃO DE LAMININA 
 
Para analisar se existem alterações na distribuição de laminina nas células de GBM1 após 
o tratamento com Fx, foi realizada a imunocitoquímica com anticorpo específico para essa 
molécula de MEC. 
Embora este experimento não seja quantitativo, pode-se observar que a marcação para 
laminina é reduzida drasticamente após o tratramento com Fx (Figura 8). 
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Figura 8 – Fucoxantina reduz a marcação de laminina. Células GBM1 foram plaqueadas em lamínulas estéreis 
em placas de 24 poços. Após a confluência, foram tratadas com Fx 100 μM por 24 h. Depois, foram fixadas, e 
incubadas com anticorpo primário antilaminina. Na sequência, foram incubadas com anticorpo secundário com 
fluoróforo por 1 h em temperatura ambiente e com Hoescht por 10 minutos na mesma temperatura. As lamínulas 
foram colocadas em lâminas e levadas ao microscópio de fluorescência. Os controles foram incubados com meio 
de cultura pelo mesmo período. Barra = 50 M. n = 2, em experimentos independentes. 
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4 DISCUSSÃO 
 
Diversos estudos já demonstraram o efeito citotóxico da fucoxantina em células tumorais. 
Em hepatocarcinoma, a Fx diminui a viabilidade celular nas concentrações de 25 e 50 μM em 
24 h (DAS; HASHIMOTO; KANAZAWA, 2008). Já em câncer de bexiga, a Fx em 
concentrações de 5, 10, 20 e 40 μM reduz a viabilidade depois de 48 h (WANG et al., 2014). 
Na concentração de 100 μM, a Fx diminui a viabilidade em células de câncer gástrico em 24 h 
(ZHU et al., 2018) e em células de câncer de cólon em 48 h  e 72 h (LOPES-COSTA et al., 
2017). 
A concentração de Fx para o presente trabalho foi estabelecida de acordo com os 
resultados obtidos por LOPES (2018) em células GBM1 e em linhagens A172 e C6 de GBM. 
Como visto pelo ensaio de MTT, Fx na concentração de 100 μM foi capaz de diminuir a 
viabilidade celular de GBM1 em cerca de 30%. Este resultado corrobora dados em que a 
viabilidade de células GBM1 diminui em aproximadamente 50% depois de tratadas por 24 h 
com Fx 100 μM (LOPES, 2018). Também foi vista a redução da viabilidade em outras 
linhagens de GBM (U87 e U251) com a mesma concentração e tempo (LIU et al., 2016). No 
entanto, nos trabalhos citados, os efeitos citotóxicos ficaram restritos às células tumorais, não 
afetando as saudáveis ou com alterações não significativas. 
O prognóstico ruim do GBM está muito relacionado com a capacidade invasiva de suas 
células, que torna os limites entre o tumor e o tecido normal indistiguíveis, dificultando a 
ressecção total e aumentando os riscos de recorrência (ZHANG et al., 2018). Neste sentido, 
efeitos antimigratórios da Fx já foram descritos em linhagens de células de melanoma 
(CHUNG et al., 2013), de osteosarcoma (ROKKAKU et al., 2013) e de GBM (LIU et al., 2016; 
LOPES, 2018). 
Uma vez que a migração celular está diretamente ligada à adesão das células ao substrato, 
essa característica foi avaliada. Observamos que a Fx reduziu significativamente a adesão 
celular 24 h após o replaquamento, o que pode ser causado por alterações na matriz extracelular 
em que elas se aderiram. A diminuição da adesão celular causada pela Fx foi demonstrada por 
CHUNG et al. (2013) em células de melanoma, o que foi relacionado, por esses autores, à 
diminuição da migração celular. 
Buscando saber se a diminuição da adesão celular está relacionada a alterações na MEC, 
a distribuição de laminina foi analisada. A associação da laminina com o aumento na migração 
celular já foi descrita em câncer de pulmão (GU et al., 2001) e em carcinomas de células 
escamosas da pele (ZHOU; KRAMER, 2005), em câncer gástrico (ARITA et al., 2016) e em 
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glioma (GRITSENKO; FRIEDL, 2018). No presente trabalho, foi observada a diminuição da 
marcação de laminina por células tratadas com Fx em relação ao controle. Com isso, podemos 
sugerir que o efeito antimigratório da Fx pode estar relacionado com o seu efeito em diminuir 
a adesão celular, que, por sua vez, pode ser causado pela diminuição da produção de laminina. 
É importante salientar que as imagens analisadas continham quantidade de células semelhante, 
e, dessa forma, pode-se dizer que a redução na marcação para laminina não ocorreu pela 
diminuição do número de células. 
Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a Fx revelou ser um composto 
redutor de viabilidade celular e de adesão celular, sendo este efeito, possivelmente, pelo menos 
em parte, explicado pela alteração na distribuição de laminina, uma importante molécula de 
MEC envolvida em processos de migração celular. Ainda, os efeitos observados neste trabalho, 
são corroborados pelos resultados encontrados por Lopes (2018), onde foi observado que a Fx 
é um potente indutor de apoptose, com propriedades antiproliferativas, de anti-invasão e anti-
angiogênicas em células de glioblastoma primário, o qual foi o primeiro estudo a trabalhar 
essas questões. Com base nestes achados, é tentador especular que a Fx isolada ou em 
combinação com outros quimioterápicos convencionais possa ser potencialmente útil no 
tratamento do GBM. 
Contudo, mais pesquisas devem ser feitas para elucidar os mecanismos responsáveis 
pelos efeitos antimigratórios da fucoxantina, bem como para observar os reais efeitos da 
laminina e de outras moléculas da matriz extracelular no processo de migração em células de 
glioblastoma multiforme. 
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5 CONCLUSÕES 
 
 A fucoxantina reduz a viabilidade das células GBM1; 
 
 Fx diminui a adesão de células GBM1 na matriz extracelular depois de 24 h; 
 
 O tratamento com Fx altera a distribuição de laminina pelas células GBM1. 
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6 PERSPECTIVAS 
 
 Determinação da ação da Fx na expressão e distribuição de laminina e de outras 
moléculas presentes na matriz extracelular, como a fibronectina; 
 
 Avaliação do envolvimento de integrinas, como a integrina 5, nos processos de 
adesão e migração celular; 
 
 Verificação das vias intracelulares de sinalização envolvidas nestes processos, 
como mTOR, AKT e ERK; 
 
 Análise do efeito da Fx sobre a expressão de moléculas que degradam matriz 
extracelular, como as metaloproteinases de matriz (MMP) 2 e 9, com o objetivo 
de elucidar os mecanimos envolvidos na migração destas células. 
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